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 Patvorenje  prehrambenih  proizvoda  podrazumijeva  zamjenu  i/ili  dodavanje  nekog 
sastojka  proizvodu  mimo  zakonskih  odredaba,  čime  nepošteni  proizvođači  ostvaruju 




mlijeka veće vrijednosti onim manje vrijednosti. Kravlje mlijeko  je  jeftinije od drugih vrsta  i 
njegova  proizvodnja  prevladava  u  svijetu,  stoga  ga  neki  proizvođači  koriste  za  patvorenje 
kozjeg ili ovčjeg mlijeka. Miješanje različitih vrsta mlijeka ponekad je poželjno radi svojstava 
proizvoda.  No,  problem  nastaje  kada  konačni  proizvod  nije  deklariran  kao  proizvod 
sastavljen  od  više  vrsta  mlijeka.  Takav  se  proizvod  smatra  patvorenim  i  Zakonom  je 





je osigurati adekvatne kontrolne mjere  sposobne otkriti  takve prevare  i  zaštititi potrošača 






Cilj  ovog  rada  bio  je  utvrditi  može  li  se  razlikama  u  intenzitetu  fluorescencije, 
koncentraciji proteina te količini ukupnog amino dušika u sirutki razlikovati kravlje od kozjeg 





























istaknuti  oznakom  porijekla.  Različite  vrste  mlijeka  se  razlikuju  prema  prehrambenim, 
fizikalno‐kemijskim i tehnološkim osobinama. Mlijeko sadrži preko stotinu različitih sastojaka 
čija  količina  varira u  različitih  vrsta  sisavaca, ali  razlikuje  se  i unutar  iste  vrste  (Tablica 1). 
Sastav ovisi o raznim čimbenicima: pasmini i zdravstvenom stanju životinje, stadiju laktacije, 




čini  svega 2% ukupne  svjetske proizvodnje, u prehrani  se sve više  ističu njegove prednosti 
(Božanić  i  sur., 2002.). Njegovi proteini  imaju veću biološku vrijednost od kravljih, bolje  je 






















Osnova  za  razlikovanje  mlijeka  različitih  vrsta  je  njihov  sadržaj  proteina  (Fox  i 
McSweeny, 1998.). Proteini  sudjeluju u gotovo  svim procesima u organizmu, od građe do 
reprodukcije.  Kataliziraju  važne  reakcije,  vežu mineralne  tvari  i  vitamine  te  imaju  glavnu 
ulogu  u  proizvodnji mliječnih  proizvoda  i  stabiliziraju  okus mlijeka  (Božanić  i  sur.,  2002.; 
Slačanac  i  sur.,  2010.).  Prosječne  količine  proteina  u  kravljem mlijeku  su  između  3,1‐3,9 
g/100 g, a u kozjem  između 3,27‐4,60 g/100 g, pri  čemu neki autori navode više  razine u 










Kazein  čini  80%  proteina  kravljeg  mlijeka,  odnosno  77%  proteina  kozjeg  mlijeka. 
Osnovni kazeini u kozjem  i kravljem mlijeku su  isti: αs1‐CN, αs2‐CN, β‐CN  i κ‐kazeini (Tablica 
2),  sa  molarnim  omjerom  u  kravljem  mlijeku  oko  4:1:4:1,3  (Tratnik,  1998.;  Borkova  i 
Snašelova, 2005.; Park  i sur., 2007.; Pasztor‐Huszar, 2008.; Rahimi Yazdi  i Corredig, 2012.). 
Dok je u kravljem mlijeku αs1‐kazein glavna frakcija kazeina, u kozjem mlijeku to je β‐kazein 
(Božanić  i  sur.,  2002.;  Borkova  i  Snašelova,  2005.).  Čestice  kazeina  u mlijeku  se  nalaze  u 
obliku micela, pri  čemu su micele kozjeg mlijeka manje nego kravlje  (Božanić  i sur., 2002.; 
Park, 2009.).  
Kazein je vrlo stabilan na visokim temperaturama, može se zagrijati na 100˚C tijekom 
24 sata, bez koagulacije, ali podložan  je proteolitičkim reakcijama tijekom zrenja sira  (Fox  i 
McSweeny, 1998.; Damjanović  i sur., 2006.; Pasztor‐Huszar, 2008.; Rahimi Yazdi  i Corredig, 
2012.). Kazein se  lako taloži  iz mlijeka na različite načine  (uglavnom djelovanjem enzima  ili 
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Vrlo  mala  količina  αS1‐kazeina  u  kozjem  mlijeku  omogućava  sigurnu  identifikaciju 










albumin  krvnog  seruma,  kao  i  manji  peptidi  poput  enzima,  laktoperoksidaze,  lizozima, 














(osim  proteoze‐peptona)  u  odnosu  na  termostabilni  kazein  te  koaguliraju  pod  utjecajem 
topline  (Fox  i  McSweeny,  1998.;  Herceg  i  Režek,  2006.).  Denaturacija  započinje  već  na 
temperaturi  iznad 60°C, no koagulacija većine sirutkinih proteina odvija se pri  temperaturi 
od 90‐95°C, kroz 10‐20 minuta (Fox i McSweeny, 1998.; Tratnik, 1998.; Herceg i Režek, 2006.; 








Većinu  ukupnih  dušičnih  tvari  u  mlijeku  čine  proteini,  ali  manji  dio  otpada  na 
neproteinske  dušične  tvari  (NPN).  To  su  uglavnom  mali  peptidi,  aminošećeri,  slobodne 
aminokiseline, kreatin, ureja, mokraćna kiselina, nukleotidi, nukleozidi, poliamini  i amonijak 
(Tablice 4, 5)  (Tratnik, 1998.). Od ukupne  količine dušika, NPN  frakcija  zauzima oko 5% u 
















































glavnih  proteina mlijeka  (Tablica  7).  Najčešće  korištene metode  za  otkrivanje  patvorenja 
jedne  vrste  mlijeka  drugim  su  elektroforeza,  izoelektrično  fokusiranje  (IEF),  kapilarna 
elektroforeza  (CE),  reverzno  fazna  visokotlačna  tekućinska  kromatografija  (RP  HPLC), 
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 ionozmjenjivačka  visokotlačna  tekućinska  kromatografija  (IE  HPLC),  hidrofobna 









































Elektroforeza  je  separacijska  tehnika  utemeljena  na mobilnosti  iona  u  električnom 





 dodecil  sulfata  (SDS‐PAGE)  se  često koristi  za dokazivanje patvorenja mlijeka  i  sira drugim 
vrstama mlijeka (Borkova i Snašelova, 2005.; Damjanović i sur., 2006.).  
Pesić i sur. (2011.) su pomoću urea‐PAGE elektroforeze uspjeli dokazati prisutnost 3% 
kravljeg mlijeka u kozjem  i 5% u ovčjem, dok su Borkova  i Snašelova  (2005.) postigle  limit 
detekcije od 5% za obje mješavine. Singhal  i sur. (1997.) navode mogućnost otkrivanja više 
od  5%  kozjeg mlijeka  u  ovčjem.  Također,  na  temelju  detekcije  proteina  sirutke  i  kazeina 




na  istom gelu, pod  jednakim uvjetima,  što povećava ponovljivost  i usporedivost dobivenih 
rezultata.  Glavni  nedostatak  je  relativno  slaba  osjetljivost  (Borkova  i  Snašelova,  2005.; 
Damjanović i sur., 2006.). 
Kapilarna elektroforeza  
Za utvrđivanje patvorenja mlijeka  i  sira drugim  vrstama mlijeka  koristi  se  i  tehnika 
kapilarne  zonske  elektroforeze  (CE)  uz  detekciju  UV  detektorom.  Minimum  detekcije 
kapilarne zonske elektroforeze je približno 2% za mješavine mlijeka i 4% za sireve. Prednost 
metode  je kraće vrijeme analiza u odnosu na kromatografske metode, visoka  razlučivost  i 
dobra  kvantifikacija  (Borkova  i  Snašelova,  2005.;  Damjanović  i  sur.,  2006.;  Zachar  i  sur., 
2011.). 
Izoelektrično fokusiranje  
Iz  istraživanja  kojeg  su proveli  Špoljarić  i  sur.  (2013.) može  se  vidjeti da  je metoda 
izoelektričnog fokusiranja (IEF) prikladna za detekciju sirovog  i toplinski obrađenog kravljeg 
mlijeka  u  svježim  i  zrelim  sirevima proizvedenih  od  ovčjeg  ili  kozjeg mlijeka,  ili mješavine 
ovčjeg  i  kozjeg  mlijeka.  Europska  komisija  je  1992.  godine  usvojila  ovu  metodu  kao 
referentnu metodu  za  dokazivanje  kravljih  κ‐kazeina  u  ovčjim,  kozjim  i  bivoljim  sirevima 
(Singhal i sur., 1997.; Damjanović i sur., 2006.; Nicolaou i sur., 2010.; Zachar i sur., 2011.).  
Metoda  izoelektričnog  fokusiranja  je metoda  visoke  razine  razlučivanja  u  kojoj  se 
proteini  razdvajaju  ovisno  o  njihovim  izoelektričnim  točkama.  Temelji  se  na  odvajanju 




ovčjih  kazeina.  Test  je  pozitivan  na  patvorenje  ukoliko  je  dokazano  barem  1%  ukupnih 
kravljih γ2‐  i γ3‐kazeina. Da bi se  izbjegli  lažni rezultati, potrebno  je detektirati obje  (γ2
 
i γ3) 
frakcije  kazeina.  Prisutnost  kravljeg  mlijeka  u  uzorcima može  se  dokazati  korištenjem  2 
referentna  standarda mlijeka,  s  0  i  1%  kravljeg mlijeka. Metoda  omogućava  detekciju  od 
0,5%. Nedostatak ove metode  je nemogućnost dokazivanja patvorenja ovčjih sireva kozjim 








komponenti  između  nepokretne  i  pokretne  faze  u  sustavu.  Postoje  različiti  tipovi 
kromatografije, poput  isključivanja po veličini,  ionskoj  izmjeni, hidrofobnim  interakcijama  i 





RP‐HPLC  (eng.  Reverse  Phase  High‐Performance  Liquid  Chromatography)  je  vrlo 
osjetljiva  i  točna metoda,  sa  sposobnošću  kvantitativne  analize mlijeka.  Pomoću  proteina 
sirutke može  se odrediti prisutnost kravljeg mlijeka u drugim vrstama  (s  limitom detekcije 
nižim od 1%) i udio određenog mlijeka u mješavinama mlijeka. Također, moguća je detekcija 






IE HPLC  (eng.  Ion Exchange High‐Performance Liquid Chromatography)  je metoda  s 








tekućinska  kromatografija  visokog  razlučivanja  (eng.  High‐Performance  Liquid 
Chromatography ‐ HPLC), koja se najčešće temelji na dokazivanju proteina sirutke, a granice 
detekcije su 2% i niže (Damjanović i sur., 2006.; Reid i sur., 2006.).  
U novije vrijeme,  sve  se više koristi u kombinaciji  s masenom  spektrometrijom. Na 
primjer,  tekućinskom  kromatografijom  visokog  razlučivanja,  uz  elektrosprej  ionizaciju  te 
detekcijom masenim detektorom (eng. Electrospray Ionisation Mass Spectrometry ‐ ESI‐MS), 
a  na  temelju  analize  β‐laktoglobulina, može  se  detektirati  5%  kravljeg mlijeka  u  kozjem 
mlijeku  (Damjanović  i  sur.,  2006.).  Korištenje metode matricom  potpomognute  ionizacije 
laserskom desorpcijom uz analizator masa s vremenom proleta  (eng. Matrix Assisted Laser 
Desorption ‐ Ionization Time of Flight ‐ MALDI‐TOF), moguće je dokazati 2% ovčjeg mlijeka u 





Za dokazivanje patvorenja mlijeka  i  sira drugim  vrstama mlijeka najčešće  korištena 




 za korištenje, brza, pouzdana  i prikladna za upotrebu u rutinskoj  inspekciji mlijeka (Hurley  i 
sur., 2004.; Zelenakova i sur., 2010.; Song i sur., 2011.; Zachar i sur., 2011.).  
U  praksi  se  koriste  različite  tehnike  ELISA‐e  (indirektna,  kompetitivna,  sendvič,  uz 
korištenje monoklonskih  i poliklonskih antitijela)  s granicom detekcije patvorenja nižim od 
0,5% (Hurley i sur., 2004.; Borkova i Snašelova, 2005.; Damjanović i sur., 2006.; Zachar i sur., 
2011.).  Glavna  prednost  ovog  pristupa  je  da  se  protutijela mogu  izraditi  da  odgovaraju 
specifično  za  željeni  protein  te  omogućuju  prepoznavanje  i  kvantifikaciju  tog  proteina 
(Borkova i Snašelova, 2005.; Reid i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.). Ciljani proteini su kazeini, 
β‐laktoglobulini, imunoglobulini (IgG) ili drugi proteini sirutke. Kazeini su relativno stabilni na 
toplinu,  stoga  se  koriste  kao  antigeni  za  detektiranje  patvorenja  u  mlijeku  tretiranom 
toplinom (Hurley i sur., 2004.; Nicolaou i sur., 2010.; Song i sur., 2011.). 
ELISA  metode  su  uspješno  korištene  za  razlikovanje  mlijeka  različitih  vrsta  te 
detekciju prisutnosti kravljeg mlijeka u ovčjem, kozjem  i bivoljem mlijeku, ovčjem  i kozjem 
siru  i kozjeg u ovčjem mlijeku  (Singhal  i sur., 1997.; Hurley  i sur., 2004.; Reid  i sur., 2006.; 
Zelenakova  i  sur.,  2010.;  Zachar  i  sur.,  2011.;  Song  i  sur.,  2011.). Može  se  koristiti  i  za 
određivanje prisutnosti biljnih proteina u mlijeku u prahu (Reid i sur., 2006.). 
Iako  je granica detekcije ELISA metode niska,  kao nedostatak  te metode navodi  se 
određen postotak  lažno negativnih rezultata patvorenja u slučajevima prethodne  toplinske 





Posebnu mogućnost dokazivanja patvorenja mlijeka  i  sira  različitim vrstama mlijeka 
na  razini  nižoj  od  0,5%  pokazuje metoda  lančane  reakcije  polimerazom  (eng.  Polymerase 
Chain  Reaction  ‐  PCR). Metoda  se  temelji  na  izolaciji DNA  iz  prirodno  prisutnih  epitelnih 
stanica u sastavu somatskih stanica mlijeka i sira, odnosno dokazivanju prisutnosti somatskih 
stanica u mlijeku pomoću detektiranja genomske DNA  iz  različitih vrsta  (Damjanović  i sur., 






U  odnosu  na  ELISA  metodu,  prednost  PCR  metode  je  mogućnosti  dokazivanja 
patvorenja  mlijeka,  sira  i  mliječnih  proizvoda  dobivenih  od  toplinski  obrađenog  mlijeka 
(Borkova i Snašelova, 2005.; Damjanović i sur., 2006.; Zachar i sur., 2011.). Metoda je brza i 
pouzdana  za  kvalitativnu  analizu  u  laboratoriju,  ali  nije  praktična  za  rutinsku  analizu  u 
industriji.  Kvantifikacija  somatskih  stanica  ovisi  o  pasmini  i  stadiju  laktacije,  može  biti 











se  naziva  fluorescencijom.  Ako  traje  dulje  vrijeme,  naziva  se  fosforescencijom  (White  i 
Argauer, 1970.).  
Ovisno  o  načinu  pobuđivanja  molekule,  postoji  više  vrsta  luminiscencije. 
Fotoluminiscenciju (fluorescenciju) izaziva apsorpcija elektromagnetnog zračenja, dok se kod 
kemiluminiscencije  pobuđena  molekula  formira  u  kemijskoj  reakciji.  Ako  se  ovaj  proces 
odvija  u  živim  organizmima,  energijom metaboličkih  reakcija,  radi  se  o  bioluminiscenciji. 





 Fluorescencija  je  emisijski  proces  u  kojemu  se  atomi  ili  molekule  pobuđuju 
apsorpcijom  snopa  elektromagnetskog  zračenja.  Pobuđene  se  vrste  tada  relaksiraju  u 
osnovno stanje otpuštanjem suviška svoje energije u obliku fotona. Pri povratku u osnovno 
stanje dolazi do emisije fluorescencije, čija brzina je obično 10‐8 s, tako da je tipično trajanje 
fluorescencije  oko  10  ns.  Fluorescentno  zračenje  uvijek  se  događa  na  duljim  valnim 
duljinama, nego što  je bila valna duljina pobude. Razlika u energiji  ili valnoj duljini  između 
apsorbiranog  i emitiranog fotona naziva se Stokesov pomak (emitirano zračenje  ima manje 
energije po fotonu, stoga ima dulju valnu duljinu) (White i Argauer, 1970.; Maljković, 1992.; 















pobuđenog elektronskog  stanja  (S1). Zatim, u  sudarima  sa molekulama okoline,  slijedi brz 











Fluoropori  mogu  biti  podijeljeni  u  dvije  osnovne  grupe:  endogene  i  egzogene. 
Endogeni  fluoropori  su  oni  koji  se  prirodno  javljaju,  a  uključuju  aromatske  aminokiseline, 












































Intrizična  fluorescencija  proteina  potječe  od  aromatskih  aminokiselina,  triptofana, 
tirozina  i  fenilalanina.  Indolna  skupina  ostataka  triptofana  je  dominantni  izvor  UV 
apsorbancije i emisije proteina. Emisija triptofana je vrlo osjetljiva na okolinu, stoga se često 




350 nm.  (White  i Argauer, 1970.; Ramanujam, 2000.; Ruoff  i  sur., 2005.;  Lakowicz, 2006.; 
Pasztor‐Huszar, 2008.).  
Svaka fluorescentna molekula ima karakterističan spektar ekscitacije i emisije, što se 
može koristiti za odvajanje  i  identifikaciju molekula  (Andersen  i Mortensen, 2008.; Strelec, 
2009.).  Pod  idealnim  uvjetima  intenzitet  fluorescencije  je  linearno  proporcionalan 
koncentraciji fluoropora (Christensen i sur., 2006.; Andersen i Mortensen, 2008.).  
Hrana  sadrži  različite  fluoropore,  čiji  signali  se  mogu  preklapati,  što  može 
onemogućiti  mjerenje  koncentracije  pojedinog  spoja  (Ruoff  i  sur.,  2005.;  Andersen  i 
Mortensen, 2008.).  
Mlijeko sadrži nekoliko unutarnjih fluoropora, a dominiraju aromatske aminokiseline 














Fluorescentni  spojevi mogu  nastati  i  tijekom  procesiranja mlijeka,  npr. Maillardovi 




























Zadatak  ovog  rada  bio  je  odrediti može  li  se mjerenjem  intenziteta  fluorescencije 
sirutke kravljeg  i kozjeg mlijeka  te određivanjem količine ukupnog amino dušika  i proteina 







uzoraka  pasteriziranog  i  10  uzoraka UHT  kravljeg mlijeka  bilo  je  od  proizvođača Meggle, 
Dukat,  Vindija  i  Kim,  10  uzoraka  kozjeg  mlijeka  od  proizvođača  Vindija,  a  10  uzoraka 
rekonstituiranog mlijeka  u  prahu  proizvođača  Dukat  i  Novi  Domil  te  jedno  porijeklom  iz 
Republike Poljske pripremljeno je prema uputama proizvođača.  
Natrijev tetraborat dodekahidrat, Folin‐Ciocalteau reagens i metanol dobavljeni su od 
proizvođača Kemika  (Zagreb). Ditiotreitol  (DTT)  i natrijev dodecil‐sulfat  (SDS) dobavljeni  su 





  Uzorci  sirutke  su  pripremljeni  tako  da  je  1,5 ml  određene  vrste mlijeka  (mlijeko  u 
prahu je prije toga rekonstituirano prema uputama proizvođača) pomiješano s 7,5 ml 0,1 M 
Na‐Ac pufera pH 4,6. Nakon homogeniziranja na vorteks mješalici, suspenzija je ostavljena na 
sobnoj  temperaturi  tijekom  deset  minuta,  a  zatim  centrifugirana  pri  4000  okretaja/min 
(2575 g) tijekom deset minuta. Bistri supernatant je profiltriran kroz filter papir Whatman, a 






Lowry metoda  se  temelji na dvije  reakcije:  reakciji bakrenih  iona vezanih na amino 
skupine  peptidne  veze  i  reakciji  fenolne  skupine  bočnog  ogranka  aminokiseline  tirozina  u 
proteinu  sa  Folin‐Ciocalteau  reagensom,  pri  čemu  nastaje  kompleks  plavoljubičastog 
obojenja sa apsorpcijskim maksimumom pri 660 nm (Lowry i sur., 1951.; Strelec, 2009.). 
Volumen od 100 µl uzorka pomiješan je s 1 ml alkalne otopine, nakon čega je smjesa 
homogenizirana  na  vorteks  mješalici  te  ostavljena  na  sobnoj  temperaturi  tijekom  deset 
minuta. Smjesi je dodano 100 µl Folin‐Ciocalteau reagensa (razrijeđen destiliranom vodom u 
omjeru 1:1) te je smjesa promiješana na vorteks mješalici i termostatirana u vodenoj kupelji 









250  za  bazične  i  aromatske  bočne  ogranke  u  proteinu,  pri  čemu  se  razvija  kompleks  s 
apsorpcijskim maksimumom pri valnoj duljini od 595 nm (Bradford, 1976.; Strelec, 2009.).  
Volumenu od 100 µl pripremljenog uzorka dodano  je 2 ml Bradford  reagensa  te  je 
nakon  pet  minuta  očitana  apsorbancija  pri  valnoj  duljini  od  595  nm,  uz  baždarenje 
instrumenta slijepom probom koja  je umjesto uzorka sadržavala 100 µl pufera za pripremu 










metodom  prema  Nielsenu  i  sur.  (2001.). Metoda  se  temelji  na  reakciji  između  α‐amino 
skupina  i  o‐ftaldialdehida  u  prisutnosti  ditiotreitola,  pri  čemu  se  stvara  obojeni  produkt  s 
maksimumom  apsorpcije na  valnoj duljini od 340 nm  (Church  i  sur., 1983.; Nielsen  i  sur., 
2001.). 
  OPA  reagens  pripremljen  je  neposredno  prije  analize  na  slijedeći  način:  80 mg  o‐





probu  koja  je  umjesto  uzorka  sadržavala  100  µl  destilirane  vode  za  pripremu  sirutke. 
Intenzitet  apsorbancije  preračunat  je  u  količinu  ukupnog  dušika  pomoću  proračunske 











  Emisijski  spektri  fluorescencije  sirutke  snimani  su  pomoću  Cary  Eclipse 




 3.2.7.  Određivanje  intenziteta  fluorescencije  sirutke  pri  točno  određenim 
valnim duljinama ekscitacije i emisije 
 
  Određivanje  intenziteta  fluorescencije  sirutke  provedeno  je  pri  točno  određenim 





AMP FFAST ×=  
Naime,  FAST  indeks  (Fluorescence  of  Advanced  Maillard  products  and  Soluble 
Tryptophan) iskorišten je za ustanovljavanje razlika u toplinskom tretmanu mlijeka budući u 
sebi objedinjuje dvije pojave uzrokovane djelovanjem toplinskog tretmana:  
• denaturaciju  proteina  sirutke  koja  se  odvija  pri  nižim  temperaturama  te  se  prati 
pomoću  vrijednosti  fluorescencije  triptofana  (F  Trp)  pri  valnoj  duljini  ekscitacije  i 
emisije od 290/340 nm, i 
• Maillardove  reakcije,  koje  se  odvijaju  pri  višim  temperaturama  i  prate  se 
































 4.1.  TRODIMENZIONALNI  SPEKTRI  FLUORESCENCIJE  SIRUTKE  KRAVLJEG  I 
KOZJEG MLIJEKA  
 
Nakon  pripreme  uzoraka  sirutke  sirovog,  pasteriziranog  i  UHT  kravljeg  mlijeka, 
sirovog i UHT kozjeg mlijeka te rekonstituiranog kravljeg mlijeka u prahu, snimljeni su spektri 
fluorescencije u području valne duljine ekscitacije 260‐400 nm i emisije 300‐500 nm. 
Analizom  spektara  fluorescencije  sirutke  uočava  se  da  sve  ispitane  vrste  i  tipovi 
mlijeka  pokazuju  jedan  dominantni  vrh  fluorescencije  s  maksimalnim  intenzitetom  pri 
280/340  nm,  dok  se  u  slučaju  termički  obrađenih  vrsta  mlijeka  (pasterizirano,  UHT, 
rekonstituirano mlijeko u prahu) uočava postojanje dodatnog vrha fluorescencije centriranog 
pri 330/430 nm, ali znatno nižeg  intenziteta (Slike 4, 5). Vrh fluorescencije pri 280/340 nm 
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 Obzirom  na  nepostojanje  razlika  u  položaju  vrhova  fluorescencije  u 
trodimenzionalnim spektrima fluorescencije sirutki pripremljenih od različitih tipova kravljeg 







280/340  nm  te  sporedni  vrh  fluorescencije  niskog  intenziteta  centriran  pri  330/430  nm, 
provedena je analiza emisijskih spektara fluorescencije pri valnim duljinama ekscitacije 280 i 
330 nm. Kako bi se vrste mlijeka mogle međusobno usporediti provedena  je normalizacija 

























 4.3.  INTENZITETI  VRHOVA  FLUORESCENCIJE  SIRUTKE  KRAVLJEG  I  KOZJEG 






kravljeg  i  kozjeg mlijeka,  pri  točno  određenim  valnim  duljinama  ekscitacije  i  emisije  od 
290/340 nm i 330/425 nm. 
Slikom 7 prikazani su rezultati intenziteta vrhova fluorescencije uzoraka sirutke kozjeg 
i  kravljeg mlijeka  pri  valnoj  duljini  od  290/340  nm.  Vidljivo  je  da  sirutke  pripravljene  od 
sirovih mlijeka  sadrže  puno  veću  količinu  proteina  nego  sirutke  pripravljene  od  kupovnih 
mlijeka.  Međutim,  te  su  razlike  prije  svega  odraz  razlika  u  koncentraciji  proteina  zbog 




Usporedba  intenziteta  fluorescencije  pri  290/340  nm  između  kupovnih  mlijeka 

















































kravljeg mlijeka u  rasponu od 8,38 do 13,04 arbitražnih  jedinica  (Slika 8). Usporedba  istih 
tipova mlijeka (sirovo, UHT) različitih vrsti (kravlje, kozje) pokazuje statistički značajne razlike 
između  sirutki  kravljeg  i  kozjeg mlijeka  (p<0,05),  pri  čemu  sirutke  sirovih  kozjih mlijeka 
pokazuju nešto više  intenzitete  fluorescencije od sirutki sirovih kravljih mlijeka, dok sirutke 
UHT  kravljih mlijeka pokazuju  više  vrijednosti  fluorescencije od  sirutki UHT  kozjih mlijeka. 
Isto  tako  se  mogu  uočiti  statistički  značajne  razlike  između  različitih  tipova  termički 
obrađenih kravljih mlijeka pri čemu sirutke UHT kravljeg mlijeka posjeduju najviše vrijednosti 














































između  sirutki  različitih  vrsta  (kravlje  i  kozje)  i  tipova mlijeka  (sirovo,  pasterizirano, UHT, 
rekonstituirano) koje jednim dijelom mogu i potjecati od razlika u količini prisutnih proteina 













































sirutki  pasteriziranih mlijeka  je  5,3  puta  veći  u  odnosu  na  sirutke  sirovih mlijeka,  a  FAST 
indeks sirutki UHT mlijeka je 5,9 puta veći u odnosu na sirutke sirovih mlijeka, što upućuje na 
nastajanje  fluorescentnih  Maillardovih  produkata  tijekom  termičke  obrade.  Navedeno 
upućuje da tijekom termičkog tretmana kravljih mlijeka nastaje dvostruko više Maillardovih 
produkata nego u slučaju termičkog tretmana kozjih mlijeka. Ova pojava se može objasniti 
dvostruko manjim  sadržajem  lizina u  kozjem mlijeku  (Mioč  i Pavić,  2002.),  jer Maillardovi 








  Obzirom da  su  rezultati  intenziteta  fluorescencije pri 290/340 nm  sirutki  ispitivanih 
uzoraka mlijeka pokazivali značajne razlike koje se mogu pripisati razlikama u koncentraciji 








































Analiza  koncentracije  proteina  u  pripremljenim  sirutkama  ukazala  je  na  postojanje 
značajnih  razlika  između  različitih  tipova  i  vrsta  mlijeka.  Sirutke  sirovih  kozjih  i  kravljih 
mlijeka  pokazivale  su  značajno  veću  koncentraciju  proteina  od  kupovnih mlijeka,  što  ne 
začuđuje budući su sirova mlijeka nestandardizirana obzirom na sadržaj proteina  i mliječnu 






Gotovo  identične  razlike  dobivene  su  analizom  koncentracije  proteina  u  sirutkama 
ispitivanih  uzoraka  mlijeka  određenih  Bradfordičinom  metodom  (Slika  11).  Međutim, 
koncentracija proteina u sirutki ispitivanih vrsta mlijeka određena Bradfordičinom metodom 
pokazala se dvostruko nižom nego koncentracija proteina određena Lowryjevom metodom. 
Najvjerojatniji  razlog  tomu  je  što  se u Bradfordičinoj metodi boja  veže  samo na bazične  i 




































Obzirom  da  su  se  uočene  razlike  u  koncentraciji  proteina  u  sirutkama  ispitivanih 
uzoraka mlijeka pokazale gotovo identičnima razlikama uočenim u intenzitetu fluorescencije 








  Usporedba  koncentracije  proteina  u  sirutkama  ispitivanih  uzoraka  mlijeka  i 
intenziteta fluorescencije pri 290/340 nm ukazala je na postojanje visokog stupnja korelacije 









 4.6.  KOLIČINA  UKUPNOG  AMINO  DUŠIKA  U  SIRUTKI  KRAVLJEG  I  KOZJEG 
MLIJEKA  
 
  OPA metodom  određena  je  količina  ukupnog  amino  dušika  u  sirutkama  ispitivanih 
uzoraka mlijeka  (Slika  13).  Kao  i  u  slučaju  intenziteta  fluorescencije  pri  290/340  nm  te 































































peptida  sirutke,  to  je  provedena  analiza  razlika  u  sadržaju  ukupnog  amino  dušika  po mg 
proteina  (Slika 14). Rezultati ove  analize pokazali  su da  se  sirutka  kozjih mlijeka  značajno 
razlikuje od kravljih budući sadrži 30 % veći sadržaj ukupnog amino dušika/mg proteina, dok 
između  sirutki  istog  tipa  mlijeka  (sirovo,  kupovno)  ne  postoje  značajne  razlike.  Ovo  je 
potvrdilo značajan doprinos proteina i peptida sirutke ukupnom amino dušiku. 
Pretpostavljeni navedeni doprinos proteina  i peptida sirutke ukupnom amino dušiku 

























































 Iz  navedenog  grafa  uočljivo  je  da  postoji  statistički  značajna  korelacija  između 
koncentracije proteina određenih Lowryjevom i Bradfordičinom metodom i količine ukupnog 










Iz  navedenog  grafa  uočljivo  je  da  postoji  statistički  značajna  korelacija  između 




























• Kravlje  i  kozje mlijeko  ne mogu  se  razlikovati  na  osnovi  normaliziranih  emisijskih 
krivulja fluorescencije sirutke. 
• FAST indeks može poslužiti za razlikovanje sirovih od termički obrađenih mlijeka.  
• Prema  sadržaju ukupnog  amino dušika po mg proteina mogu  se  razlikovati  sirutke 
kozjih i kravljih mlijeka. 
• Određivanje  intenziteta  fluorescencije  sirutke  pri  290/340  nm  može  poslužiti  za 
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